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(c) G e o r g T h i e m e Ver lag , Stuttgart 
In-vitro-Stimulation der Lymphozyten von 
HB-Antikörper-Trägern durch HB-Antigen 
(Australia-Antigen)51" 
U . K o s z i n o w s k i , R. Thomssen u n d A . Schober 
Hygiene-Inst i tut der Universi tät Göt t ingen (Direktor : Prof. D r . R . T h o m s s e n ) 
Hepati t is-B-(HB-) Antigen wurde auf seine Fähigkeit untersucht, die 
Lymphozyten folgender Personengruppen i n v i t r o zu st imulieren: 
a) 10 gesunder Normalpersonen, b) 10 HB-Antigen-Träger, c) 10 Rekon-
valeszenten nach HB-Antigen-posi t iver Hepatit is ohne nachweisbares 
H B - A n t i g e n i m Serum zum Z e i t p u n k t der Untersuchung, d) 8 H B - A n t i -
körper-Träger, e) 3 ehemaliger HB-Antikörper-Träger. N u r die acht 
Personen, bei denen HB-Antikörper durch Überwanderungselektro-
phorese oder Radioimmunpräzipitationstest nachgewiesen w u r d e n , 
zeigten eine spezifische St imulat ion der Lymphozyten durch H B - A n t i g e n . 
Keine Lymphozytentransformat ion wurde bei Personen ohne A n t i -
körperbefund beobachtet (Gruppen a-c), auch wenn sie früher einmal 
HB-Antikörper gehabt hatten (Gruppe e). 
I n vitro Stimulation of lympho-
cytes o f H B antibody carriers by 
H B antigen ( A u s t r a l i a antigen) 
T h e a b i l i t y o f h e p a t i t i s B ( H B ) 
a n t i g e n t o s t i m u l a t e l y m p h o c y t e s 
w a s tes ted i n (a) t e n h e a l t h y 
c o n t r o l s ; (b) t e n H B a n t i g e n 
c a r r i e r s ; (c) t e n p a t i e n t s r e c o v e r -
i n g f r o m H B a n t i g e n - p o s i t i v e 
h e p a t i t i s w i t h o u t d e t e c t a b l e H B 
a n t i g e n i n t h e i r s e r u m at t h e 
t i m e o f i n v e s t i g a t i o n ; (d) e i g h t 
H B a n t i b o d y c a r r i e r s ; a n d (e) 
t h r e e f o r m e r a n t i b o d y c a r r i e r s . 
Spec i f i c s t i m u l a t i o n o f l y m p h o -
cytes b y H B a n t i g e n w a s d e m o n -
s t r a b l e o n l y i n t h e e i g h t p e r s o n s 
w h o h a d H B a n t i b o d i e s i n t h e i r 
s e r u m ( p r o v e n b y c o u n t e r - i m -
m u n o e l e c t r o p h o r e s i s o r r a d i o -
i m m u n o - p r e c i p i t a t i o n assay) . N o 
l y m p h o c y t e t r a n s f o r m a t i o n w a s 
d e t e c t e d i n t h o s e p e r s o n s ( g r o u p s 
a -c ) w h o w e r e n e g a t i v e f o r H B 
a n t i b o d y , e v e n i f t h e y h a d 
p r e v i o u s l y h a d a n t i b o d i e s 
( g r o u p e) . 
D i e spezifische Z u o r d n u n g des H e p a t i t i s - B - ( H B - ) A n t i -
gens (Aust ra l ia -Ant igen) zur Serumhepatit is w u r d e neuer-
dings dadurch gefestigt, daß bei bes t immten l o k a l e n H e -
patit is-B-Ausbrüchen n u r H B - A n t i g e n e eines b e s t i m m t e n 
Subtyps, D oder Y , gefunden w e r d e n . Daraus f o l g t , daß 
H B - A n t i g e n ein zumindest p a r t i e l l durch den Erreger des 
betreffenden Ausbruches determiniertes P r o d u k t ist (7, 
12). 
D i e Z u o r d n u n g des H B - A n t i g e n s zur Serumhepatit is 
w i r f t die diagnostisch u n d epidemiologisch wicht ige 
Frage auf, ob nicht d u r c h spezifische immunolog ische 
R e a k t i o n s p r o d u k t e des Organismus gegen dieses A n t i g e n 
der i n d i r e k t e Nachweis eines zu i rgendeinem Z e i t p u n k t 
er fo lgten Kontaktes m i t d e m Erreger der Serumhepatit is 
geführt w e r d e n k a n n . Tatsächl ich w e r d e n Antikörper 
gegen dieses A n t i g e n gefunden, al lerdings - i m Gegen-
satz zu vielen anderen I n f e k t i o n e n , bei denen der N a c h -
weis v o n Antikörpern gegen den Erreger oder erreger-
spezifische P r o d u k t e fast i m m e r gel ingt - n u r sehr selten. 
I n der Rekonvaleszenz nach akuter Serumhepatit is treten 
sie n icht häufiger auf als i n größeren G r u p p e n gesunder 
Personen. Leichter glückt der Antikörpernachweis bei 
Personen, die aus verschiedenem Anlaß w i e d e r h o l t B l u t -
transfusionen erhiel ten (4). Bei pos i t iven Antikörper-
befunden ist die Anamnese einer durchgemachten H e p a -
t i t i s überdies selten. D i e Einführung der gegenüber k o n -
vent ionel len Antikörpernachweismethoden etwa 500-
fach empfindl icheren Radioimmunpräzipi ta t ionsmetho-
den führt n icht zu häufigerem gesichertem Antikörper-
* T e i l w e i s e g e f ö r d e r t m i t M i t t e l n des S c h w e r p u n k t e s » V i r u s h e p a t i t i s -
f o r s c h u n g « d e r D e u t s c h e n F o r s c h u n g s g e m e i n s c h a f t . 
nachweis. Unseres Erachtens ist daher m i t H i l f e der A n t i -
körperbest immung gegen das H B - A n t i g e n die D u r c h -
seuchung der Bevölkerung m i t H e p a t i t i s B nicht zu 
erfassen (11). 
Viele V i r u s i n f e k t i o n e n b e w i r k e n eine zellgebundene 
Immunität , die i n v i v o durc h H a u t r e a k t i o n e n v o m ver-
zögerten T y p u n d i n v i t r o durch spezifische S t i m u l a t i o n 
sensibler L y m p h o z y t e n nachgewiesen w e r d e n k a n n . 
Aus verschiedenen Gründen k a n n bei einer V i r u s i n f e k -
t i o n die h u m o r a l e oder zelluläre Immunität unterschied-
l ich stark ausgeprägt sein. Für die Unabhängigkei t beider 
Immunsysteme spricht auch, daß bei Defekten i m h u m o -
ralen I m m u n s y s t e m die zelluläre Immunität bei V i r u s -
i n f e k t i o n e n w i r k s a m bleiben k a n n (3). Diese zelluläre 
Immunität k a n n über lange Z e i t persistieren. D a sich 
bisher Hauttests m i t H B - A n t i g e n zur T e s t u n g der ze l lu -
lären Immunität verbieten, untersuchten w i r i n einem 
In-v i t ro -Sys tem, o b u n d w a n n es i m Ver lauf einer H e p a -
t i t i s B zu der S t i m u l i e r b a r k e i t sensibilisierter L y m p h o -
zyten d u r c h H B - A n t i g e n k o m m t , o b diese m i t der h u m o -
ralen I m m u n a n t w o r t k o r r e l i e r t ist u n d ob auf diese 
Weise eine zurückliegende I n f e k t i o n m i t d e m Erreger 
der H e p a t i t i s B entdeckt w e r d e n k a n n . 
Probanden u n d Methoden 
Lymphozytenspender 
1 . G e s u n d e P e r s o n e n o h n e H e p a t i t i s i n d e r A n a m n e s e ( n = 1 0 ) . 
2 . P e r s o n e n m i t n a c h w e i s b a r e m H B - A n t i g e n i m S e r u m (n = 10) . 
a) B l u t s p e n d e r d e r h i e s i g e n B l u t b a n k , b e i d e n e n o h n e H e p a t i t i s -
a n a m n e s e d u r c h R o u t i n e ü b e r p r ü f u n g e n H B - A n t i g e n fes tge -
s t e l l t w u r d e ( n = 4 ) , 
N r . 6, 9. Februar 1973,98. Jg . K o s z i n o w s k i u . a . : In-vi tro-StimuIation der L y m p h o z y t e n von H B - A n t i k ö r p e r - T r ä g e r n durch H B - A n r i g e n 263 
b ) H B - A n t i g e n - p o s i t i v e H ä m o d i a l y s e p a t i e n t e n m i t u n d o h n e H e -
p a t i t i s a n a m n e s e ( n — 4 ) , 
c) P a t i e n t e n m i t k l i n i s c h m a n i f e s t e r H e p a t i t i s ( n = 2 ) . 
3 . R e k o n v a l e s z e n t e n n a c h H B - A n t i g e n - p o s i t i v e r H e p a t i t i s i n d e n 
l e t z t e n 24 M o n a t e n . G e g e n w ä r t i g i s t b e i k e i n e m d e r P a t i e n t e n 
(11 — 10) H B - A n t i g e n o d e r H B - A n t i k ö r p e r n a c h w e i s b a r . 
4 . H B - A n t i k ö r p e r - T r ä g e r ( n = 11) . B e i d i e s e n L y m p h o z y t e n s p e n -
d e r n w u r d e d e r A n t i k ö r p e r z u f ä l l i g b e i U m g e b u n g s u n t e r s u c h u n -
g e n o h n e H e p a t i t i s a n a m n e s e , n a c h d e m A b k l i n g e n e i n e r H B -
A n t i g e n - p o s i t i v e n H e p a t i t i s o d e r n a c h w i e d e r h o l t e n T r a n s f u s i o -
n e n b z w . H ä m o d i a l y s e n fes tges te l l t . B e i e i n e m T e i l (n = 3) w a r 
z u m Z e i t p u n k t d e r U n t e r s u c h u n g d e r A n t i k ö r p e r i n d e r Ü b e r -
w a n d e r u n g s e l e k t r o p h o r e s e n i c h t m e h r n a c h w e i s b a r . 
Lymph ozytenkulturen 
A . L y m p h o z y t e n p r ä p a r a t i o n d u r c h D i c h t e k i s s e n z e n t r i f u g a t i o n (10 ) : 
107,38 g A q u a d e s t i l l a t a w i r d u n t e r s t e r i l e n B e d i n g u n g e n m i t 24 ,0 m l 
I o d a m i d ( U r o m i r o ® ) u n d 2500 E H e p a r i n (0,5 m l L i q u e m i n ® ) v e r -
setzt u n d e n t h ä l t d a m i t b e i d e r D i c h t e 1076 e t w a 9 E H e p a r i n / m l . 
J e w e i l s 5 m l dieser G e b r a u c h s l ö s u n g w e r d e n i n S p i t z r ö h r c h e n ge-
g e b e n u n d m i t 5 m l h e p a r i n i s i e r t e m V o l l b l u t ü b e r s c h i c h t e t . Es er -
f o l g t ü b e r 30 m i n e ine Z e n t r i f u g a t i o n b e i 5 0 0 g i n u n g e b r e m s t e r 
Z e n t r i f u g e . A n s c h l i e ß e n d lassen s ich d i e L y m p h o z y t e n als b r e i t e r 
Schleier a b h e b e n , w ä h r e n d d i e E r y t h r o z y t e n a u f d e n B o d e n s i n k e n 
u n d d i e G r a n u l o z y t e n s ich a n d e r I n t e r p h a s e s a m m e l n . N a c h d e m 
W a s c h e n i n H a n k s - L ö s u n g ( 2 % F K S , 5 E H e p a r i n / m l ) e r h ä l t m a n 
fas t r e i n e L y m p h o z y t e n ; d i e B e i m i s c h u n g v o n G r a n u l o z y t e n u n d 
M o n o z y t e n b l e i b t - f a l l s k e i n e m a x i m a l e A u s b e u t e g e w ü n s c h t w i r d -
u n t e r 3 % . A u c h d i e E r y t h r o z y t e n b e i m e n g u n g b e t r ä g t n i c h t ü b e r 5 % . 
B . L y m p h o z y t e n p r ä p a r a t i o n d u r c h S e d i m e n t a t i o n : Je 10 m l h e p a -
r i n i s i e r t e s B l u t (25 E / m l ) w e r d e n m i t 1 m l 5 % D e x t r a n ( M o l e k u l a r -
g e w i c h t 2 5 0 0 0 0 ) g u t d u r c h m i s c h t u n d f ü r 1 - 2 S t u n d e n i n 4 5 ° - S t e l -
l u n g b e i + 3 7 ° C i n k u b i e r t . D e r o b e r e A n t e i l des P lasmas m i t d e n 
d a r i n e n t h a l t e n e n Z e l l e n w i r d 5 m i n b e i 2 5 0 g a b z e n t r i f u g i e r t u n d 
das S e d i m e n t z w e i m a l m i t H a n k s - L ö s u n g ( 2 % F K S , 5 E H e p a r i n / m l ) 
g e w a s c h e n . D i e L e u k o z y t e n s i n d z u m g r ö ß t e n T e i l L y m p h o z y t e n ; 
d e r A n t e i l d e r G r a n u l o z y t e n k a n n u n t e r s c h i e d l i c h b is z u 3 0 % be-
t r a g e n ; d i e M o n o z y t e n b l e i b e n u n t e r 5 % . D e r A n t e i l d e r E r y -
t h r o z y t e n b e t r ä g t i n d e r R e l a t i o n v o n L e u k o z y t e n z u E r y t h r o z y t e n 
e t w a 1 : 1 . 
D i e L y m p h o z y t e n w e r d e n i n das K u l t u r m e d i u m : T C 199 m i t 1 5 % 
f e t a l e m K ä l b e r s e r u m , 100 E P e n i c i l l i n , 100 u g S t r e p t o m y c i n / m l u n d 
2 % H e p e s (2) s u s p e n d i e r t . J e w e i l s 2 m l M e d i u m m i t 2 X 1 0 6 L y m -
p h o z y t e n w e r d e n i n k o n i s c h e G l a s r ö h r c h e n (1,3 X 1 0 0 m m ) ü b e r -
f ü h r t . D i e R ö h r c h e n w e r d e n m i t G u m m i s t o p f e n fest versch lossen 
u n d b e i 36 ° C u n d S c h r ä g s t e l l u n g v o n 3 0 ° 72 S t u n d e n i n k u b i e r t . 
F ü r j e d e n V e r s u c h s a n s a t z w e r d e n v i e r - b i s sechsfache K u l t u r e n 
d u r c h g e f ü h r t . 
12 S t u n d e n v o r A b b r u c h d e r K u l t u r e n w i r d z u j e d e m R ö h r c h e n 
3 u G i 3 H - T h y m i d i n (spezif ische A k t i v i t ä t 23 m C i / m m o l ) h i n z u g e -
f ü g t . N a c h K u l t u r e n d e w e r d e n d i e R ö h r c h e n i m E i s b a d a u f + 4 ° C 
a b g e k ü h l t , b e i 250 g a b z e n t r i f u g i e r t u n d m i t 4 m l H a n k s - L ö s u n g 
g e w a s c h e n . N a c h F i x a t i o n m i t E i s e s s i g - A l k o h o l (1 : 2) b e i + 4 ° C 
w i r d n o c h m a l s b e i 1000 g z e n t r i f u g i e r t u n d das S e d i m e n t b i s z u r 
w e i t e r e n A u f a r b e i t u n g b e i + 4 ° C u n t e r 7 0 % Ä t h y l a l k o h o l a u f -
b e w a h r t . D i e E x t r a k t i o n d e r D N S e r f o l g t d u r c h P e r c h l o r s ä u r e i n 
a n s t e i g e n d e r K o n z e n t r a t i o n u n d b e i a n s t e i g e n d e r T e m p e r a t u r n a c h 
d e r v o n H a v e m a n n (5) a n g e g e b e n e n M e t h o d e . 
D i e R a d i o a k t i v i t ä t d e r Z e l l e x t r a k t e w i r d i n e i n e m F l ü s s i g k e i t s -
s z i n t i l l a t i o n s s p e k t r o m e t e r i n d . p . m . ( d i s i n t e g r a t i o n s p e r m i n u t e ) 
gemessen u n d i n d . p . m . p r o K u l t u r o d e r als S t i m u l a t i o n s r a t e ( V e r -
h ä l t n i s d e r E i n b a u r a t e i n d e n a n t i g e n s t i m u l i e r t e n K u l t u r e n z u d e r -
j e n i g e n i n d e n K o n t r o l l k u l t u r e n ) a n g e g e b e n . 
Mitogene 
B e i a l l e n V e r s u c h e n w e r d e n K o n t r o l l e n z u r S t i m u l a t i o n s f ä h i g k e i t 
d e r L y m p h o z y t e n m i t g e f ü h r t . H i e r b e i d i e n t als M i t o g e n P h y t h ä m -
a g g l u t i n i n ( D i f c o ) i n d e r K o n z e n t r a t i o n v o n 12,5 f x g / m l K u l t u r -
m e d i u m . A l s L e e r k o n t r o l l e d i e n t d e r Z u s a t z v o n 0 ,1 m l i n a k t i v i e r -
t e m f e t a l e m K ä l b e r s e r u m s o w i e g e p o o l t e s u n d i n a k t i v i e r t e s A B -
S e r u m i n g l e i c h e r K o n z e n t r a t i o n . 
F ü r d i e R e i h e n v e r s u c h e w i r d das S e r u m e i n e r H B - A n t i g e n - p o s i -
t i v e n B l u t k o n s e r v e , w e l c h e o h n e S t a b i l i s a t o r e n z u s ä t z e e n t n o m m e n 
w u r d e , s t e r i l a b g e h o b e n , i n a k t i v i e r t u n d i n k l e i n e n P o r t i o n e n e i n -
g e f r o r e n . Dieses S e r u m w i r d als S t a n d a r d a n t i g e n v e r w a n d t ; es h a t 
d i e S u b t y p e n s p e z i f i t ä t a d ( D ) u n d i n d e r K o m p l e m e n t b i n d u n g s r e a k -
t i o n ( K B R ) d e n T i t e r 1 : 2 0 4 8 . 
Z u r K o n t r o l l e d e r S p e z i f i t ä t d e r T r a n s f o r m a t i o n d u r c h H B -
A n t i g e n - h a l t i g e s S e r u m w i r d H B - A n t i g e n - p o s i t i v e s S e r u m v o n v e r -
s c h i e d e n e n S p e n d e r n des S u b t y p s a d ( D ) g e p o o l t u n d p a r t i e l l g e r e i -
n i g t . D i e R e i n i g u n g e r f o l g t e ü b e r e ine z w e i m a l i g e C s C l - D i c h t e -
g r a d i e n t e n z e n t r i f u g a t i o n i m Z o n a l r o t o r 15 I I ( S p i n c o ) . K B R - T i t r a -
t i o n d e r n a c h d e m z w e i t e n D i c h t e l a u f a u f g e f a n g e n e n 2 0 - m l - F r a k -
t i o n e n z e i g t A b b i l d u n g 3 . H B - A n t i g e n - p o s i t i v s i n d d i e F r a k t i o n e n 
2 5 - 3 0 . D i e P e a k - F r a k t i o n m i t H B - A n t i g e n - A k t i v i t ä t u n d je e ine 
F r a k t i o n v o r u n d n a c h d e r n a c h w e i s b a r e n H B - A n t i g e n - A k t i v i t ä t 
des D i c h t e l a u f s w e r d e n m i t d e m d r e i f a c h e n V o l u m e n PBS ( p h o s -
p h a t e - b u f f e r e d sa l ine ) u l t r a d i a l y s i e r t u n d a n s c h l i e ß e n d n a c h E i n -
e n g u n g a u f d i e H ä l f t e des A u s g a n g s v o l u m e n s s t e r i l f i l t r i e r t . B e i d e r 
a n s c h l i e ß e n d e n H B - A n t i g e n - T e s t u n g i n d e r K o m p l e m e n t b i n d u n g s -
r e a k t i o n b e t r u g d e r T i t e r d e r P e a k - F r a k t i o n 1 : 2048 . 
D e r R a d i o i m m u n p r ä z i p i t a t i o n s t e s t z u m N a c h w e i s s c h w a c h e r H B -
A n t i k ö r p e r w u r d e n a c h e i n e r s c h o n f r ü h e r b e s c h r i e b e n e n M e t h o d i k 
(11) d u r c h g e f ü h r t . 
issenzentrif ugot ion 
72 96 120 1U Std. I nkuba t i onsze i t 
A b b . 1 . A b h ä n g i g k e i t d e r S t i m u l a t i o n s r a t e d e r L y m p h o z y t e n eines 
H B - A n t i k ö r p e r t r ä g e r s v o n d e r M e t h o d e d e r L y m p h o z y t e n p r ä p a r a -
t i o n . 
Ergebnisse 
Versuchsbedingungen 
M i t hochgereinigten Lymphozytenpräparat ionen ( M e -
thode A ) w u r d e n u r eine schwache S t i m u l a t i o n durch 
H B - A n t i g e n erzielt , so daß mehr als sechs Para l l e lkul -
t u r e n angesetzt w e r d e n mußten, u m die Signif ikanz der 
S t i m u l a t i o n zu beweisen. H ö h e r e T r a n s f o r m a t i o n s r a t e n 
erzielten w i r m i t Lymphozytenpräparat ionen, die noch 
Beimengungen v o n G r a n u l o z y t e n u n d M o n o z y t e n ent-
hiel ten ( A b b i l d u n g 1). D i e fo lgenden Versuche w u r d e n 
daher m i t den durch einfache Sedimentat ion ( M e t h o d e B) 
gewonnenen L y m p h o z y t e n durchgeführt. 
K o s z i n o w s k i u . a . : In-vi t ro-St imulat ion der L y m p h o z y t e n von H B - A n t i k ö r p e r - T r ä g e r n durch H B - A n t i g e n Deutsche Medizinische Wochenschrift 
° 2-
120 1tt Std 
Inkubo ti on s d a u c r 
A b b . 2 . S t i m u l a t i o n s r a t e d e r L y m p h o z y t e n eines H B - A n t i k ö r p e r -
T r ä g e r s d u r c h H B - A n t i g e n - S e r u m b e i v e r s c h i e d e n e n I n k u b a t i o n s -
z e i t e n . 
-2 
- 1 5 
400 __1 
F r a k t i on 
A b b . 3 . S p e z i f i t ä t d e r L y m p h o z y t e n s t i m u l a t i o n eines H B - A n t i k ö r -
p e r - T r ä g e r s d u r c h H B - A n t i g e n . N u r d i e F r a k t i o n m i t H B - A n t i g e n -
A k t i v i t ä t h a t t r a n s f o r m i e r e n d e W i r k u n g . K B R = K o m p l e m e n t b i n -
d u n g s r e a k t i o n . 
Z u r E r m i t t l u n g der o p t i m a l e n Inkubat ionsdauer w u r -
den die L y m p h o z y t e n 2 4 - 1 4 4 Stunden i n Gegenwart v o n 
H B - A n t i g e n - h a l t i g e m Serum i n k u b i e r t . Bei der K u l t u r -
dauer v o n 72 Stunden w u r d e die höchste S t imulat ions-
rate beobachtet, über 96 Stunden w a r sie deut l ich ver-
m i n d e r t ( A b b i l d u n g 2) . Für die Reihenversuche w u r d e 
deshalb eine K u l t u r d a u e r v o n 72 Stunden gewählt . 
Z u r B e s t i m m u n g der Spezifität der mitogenen W i r -
k u n g v o n H B - A n t i g e n auf L y m p h o z y t e n w u r d e p a r t i e l l 
gereinigtes H B - A n t i g e n m i t sensiblen L y m p h o z y t e n i n -
k u b i e r t . N u r die F r a k t i o n , die H B - A n t i g e n enthie l t , hatte 
eine t ransformierende W i r k u n g , während H B - A n t i g e n -
negative F r a k t i o n e n nicht s t imul ier ten ( A b b i l d u n g 3) . 
0,1Ko 0,025 0,05 0,1 0,2 0,4 0,6 mlHB-Ag - Serum 
A b b . 4 . A b h ä n g i g k e i t d e r S t i m u l a t i o n s r a t e d e r L y m p h o z y t e n eines 
H B - A n t i k ö r p e r - T r ä g e r s v o n d e r H B - A n t i g e n - ( H B - A g - ) K o n z e n t r a -
t i o n . O p t i m u m b e i 0 , 1 m l H B - A n t i g e n - S e r u m ( S e r u m a u s g a n g s t i t e r 
i n d e r K o m p l e m e n t b i n d u n g s r e a k t i o n 1 : 2 0 4 8 ) . 
D a HB-Ant igen-ha l t iges Serum bei gleicher A n t i g e n -
aktivität i n der K o m p l e m e n t b i n d u n g s r e a k t i o n (1 : 2048) 
ebensogut s t imul ier te w i e das gereinigte A n t i g e n , er-
schien H B - A n t i g e n - h a l t i g e s Serum für die Reihenversuche 
ausreichend. Das Serum w u r d e zu den K u l t u r e n i n den 
K o n z e n t r a t i o n e n v o n 0,025 bis 0,6 m l H B - A n t i g e n - S e r u m 
hinzugefügt. S ignif ikante S t i m u l a t i o n w u r d e i m Bereich 
u m 0,1 m l H B - A n t i g e n - h a l t i g e n Serums beobachtet ( A b -
b i l d u n g 4) . 
Lymphozytenstimulation durch HB-Antigen 
a) L y m p h o z y t e n v o n gesunden Personen w u r d e n m i t ver-
schiedenen K o n z e n t r a t i o n e n v o n H B - A n t i g e n i n k u b i e r t . 
Eine T r a n s f o r m a t i o n w u r d e nicht beobachtet ( A b b i l -
d u n g 5) . 
b) L y m p h o z y t e n v o n HB-Ant igen-Trägern w a r e n eben-
falls n icht durc h H B - A n t i g e n t r a n s f o r m i e r b a r ( A b b i l -
d u n g 5) . 
c) Eine d r i t t e Personengruppe hatte v o r 2 - 2 4 M o n a t e n 
eine H B - A n t i g e n - p o s i t i v e H e p a t i t i s durchgemacht. Bei 
N r . 6 , 9 . F e b r u a r 1973, 98. Jg . Koszinovvski u . a . : In-vi t ro-St imulat ion der L y m p h o z y t e n v o n H B - A n t i k ö r p e r - T r ä g e r n durch H B - A n t i g e n 265 
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PH A A B-Serum HB -Ag- Serum 
A b b . 5 . K e i n e spez i f i s che S t i m u l a t i o n d e r L y m p h o z y t e n v e r s c h i e d e -
n e r P e r s o n e n g r u p p e n d u r c h H B - A n t i g e n - ( H B - A g - ) S e r u m g e g e n ü b e r 
d e n K o n t r o l l e n m i t A B - S e r u m b e i n o r m a l e r P h y t h ä m a g g l u t i n i n -
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A b b . 6. Spez i f i s che S t i m u l a t i o n d e r L y m p h o z y t e n v o n H B - A n t i k ö r -
p e r - T r ä g e r n d u r c h H B - A n t i g e n - ( H B - A g - ) S e r u m . 
allen Patienten lagen die L a b o r a t o r i u m s w e r t e wieder 
i m N o r m b e r e i c h , H B - A n t i g e n w a r n icht mehr i m Serum 
nachweisbar. Bei unserer Versuchsanordnung konnte 
auch bei dieser Personengruppe i n ke inem Fal l eine spe-
zifische T r a n s f o r m a t i o n durch H B - A n t i g e n erzielt wer -
den ( A b b i l d u n g 5) . 
d) Bei den Personen, die z u m Untersuchungszei tpunkt 
einen i n der Uberwanderungselektrophorese nachweis-
baren Antikörper besaßen, k o n n t e i n allen Fällen eine 
S t i m u l a t i o n durch H B - A n t i g e n beobachtet w e r d e n ( A b -
b i l d u n g 6) . 
Unterschiedliche Verhältnisse zeigten die Probanden, 
bei denen früher e inmal ein Antikörper nachgewiesen 
w o r d e n w a r , z u m Z e i t p u n k t der L y m p h o z y t e n s t i m u l a -
t i o n i n der Uberwanderungselektrophorese jedoch k e i n 
Antikörper mehr nachgewiesen w e r d e n k o n n t e ( A b b i l -
d u n g / ) . E i n T e i l zeigte S t i m u l a t i o n der L y m p h o z y t e n 
durc h H B - A n t i g e n , e in anderer T e i l n icht . 
100-
50-
i HB-Ag - S e r u m 
§ A B - S e r u m 
-P*0,05-
G.R. I.E. F.K. 
— 1 — 
C.B. 
— 1 — 
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A b b . 7. Spezi f ische S t i m u l a t i o n d e r L y m p h o z y t e n b e i e i n e m T e i l d e r 
P r o b a n d e n o h n e A n t i k ö r p e r b e f u n d i n d e r U b e r w a n d e r u n g s e l e k t r o -
p h o r e s e . 
Kadioimmunpräzipitationstest 
Z u r Aufklärung der unterschiedlichen Reaktionsverhält -
nisse bei den H B - A n t i k ö r p e r - T r ä g e r n bes t immten w i r , 
soweit zugänglich, i n den Probandenseren H B - A n t i k ö r -
per i m Radioimmunpräzipi tat ionstest (Tabelle 1): Bei 
Personen m i t p o s i t i v e m Antikörperbefund i n der Über-
wanderungselektrophorese w a r e n i n jedem Falle auch 
Antikörper i m Radioimmunpräzipi tat ionstest nachweis-
bar ; bei Personen ohne Antikörpernachweisbarkei t i n 
der Uberwanderungselektrophorese , jedoch m i t spezifi-
scher S t i m u l a t i o n der L y m p h o z y t e n i n v i t r o durc h H B -
A n t i g e n , k o n n t e n m i t d e m empf indl i chen R a d i o i m m u n -
präzipitationstest Ant ikörper nachgewiesen w e r d e n , die 
z66 K o s z i n o w s k i u . a . : In-vi t ro-St imularion der L y m p h o z y t e n von H B - A n t i k ö r p e r - T r ä g e r n durch H B - A n t i g e n Deutsche Medizinische Wochenschrift 
unter der Nachweisbarkeitsgrenze i n der U b e r w a n d e -
rungselektrophorese liegen. Personen ohne Antikörper 
i n der Überwanderungselektrophorese u n d ohne S t i m u -
l ie rbarke i t der L y m p h o z y t e n durch H B - A n t i g e n hatten 
auch i m Radioimmunpräzipi tat ionstest keinen Antikör-
per mehr . 
T a b . 1 . B e z i e h u n g e n z w i s c h e n A n t i k ö r p e r n a c h w e i s i n d e r Ü b e r -
w a n d e r u n g s e l e k t r o p h o r e s e ( Ü E P ) u n d i m R a d i o i m m u n p r ä z i p i t a -
t i o n s - ( R I P - ) T e s t s o w i e i n d e r spez i f i s chen L y m p h o z y t e n s t i m u l a t i o n 
d u r c h H B - A n t i g e n 
P r o b a n d 
A n t i k ö r 
Ü E P 
p e r t i t e r 
R I P - T e s t 
L y m p h o z y t e n -
s t i m u l a t i o n 
E. P. '•1 : 64 1 : 4096 + P = 0 ,005 
• H . L . 1 : 8 1 : 2048 + P - 0 ,01 
H . D . 1 : 2 1 : 1024 + P = 0 ,01 
P. S. 1 : 8 1 : 2048 + P = 0,05 
R . S. 1 : 2 n . t . + P = 0 , 1 
G . R. 0 1 : 256 + P = 0,05 
I . E. 0 1 : 256 + P = 0,05 
F. K . 0 1 : 64 + P - 0 ,05* 
C . B . 0 n . t . 0 • 
E. L . 0 1 : < 8 0 
P. W . 0 1 : < 8 0 
* S i g n i f i k a n z b e r e c h n u n g i m t - T e s t 
Diskussion 
Bei der Untersuchung der L y m p h o z y t e n v o n gesunden 
Personen ohne Hepati t isanamnese, v o n H B - A n t i g e n -
Trägern , v o n Rekonvaleszenten nach H B - A n t i g e n - p o s i -
t iver H e p a t i t i s v o r 2 - 2 4 M o n a t e n , v o n HB-Ant ikörper -
Trägern u n d v o n Personen, bei denen früher e inmal 
HB-Ant ikörper nachweisbar w a r e n , k o n n t e eine S t i m u -
l a t i o n der L y m p h o z y t e n i n v i t r o durch H B - A n t i g e n n u r 
bei Antikörperträgern beobachtet w e r d e n . 
D i e b i s h e r i g e n E r g e b n i s s e i n d e r L i t e r a t u r s i n d w i d e r s p r ü c h l i c h : 
W ä h r e n d z w e i A r b e i t s g r u p p e n L y m p h o z y t e n v o n H e p a t i t i s r e k o n -
v a l e s z e n t e n i n v i t r o e b e n f a l l s n i c h t d u r c h H B - A n t i g e n s t i m u l i e r e n 
k o n n t e n ( H a r g r e a v e s , F . D . , Y . E . C o s s a r t ; p e r s ö n l i c h e M i t t e i l u n g 
1970 ; L e a d e r - W i l l i a m s , L . K . , J . C . K o s m i d i s ; p e r s ö n l i c h e M i t t e i l u n g 
1972) , w u r d e v o n a n d e r e r Seite s i g n i f i k a n t e I n - v i t r o - S t i m u l a t i o n 
b e i sechs v o n s i e b e n R e k o n v a l e s z e n t e n b e s c h r i e b e n (14) . U b e r V e r -
suche, d i e L y m p h o z y t e n v o n H B - A n t i k ö r p e r - T r ä g e r n d u r c h H B -
A n t i g e n z u s t i m u l i e r e n , i s t n o c h n i c h t b e r i c h t e t w o r d e n . D i e e r g e b -
n i s l o s e n U n t e r s u c h u n g e n v o n H a r g r e a v e s u n d C o s s a r t w u r d e n a n 
d r e i P r o b a n d e n d u r c h g e f ü h r t , b e i d e n e n z u m U n t e r s u c h u n g s z e i t -
p u n k t b e r e i t s k e i n H B - A n t i k ö r p e r m e h r n a c h w e i s b a r w a r . 
Bei den vor l iegenden Versuchen k o n n t e bei einigen ehe-
mal igen Antikörperträgern, bei denen sich z u m Z e i t p u n k t 
der Untersuchung keine Ant ikörper i n der Überwande-
rungselektrophorese mehr nachweisen l ießen, eine ze l lu-
läre I m m u n a n t w o r t auf H B - A n t i g e n beobachtet w e r d e n , 
bei einigen jedoch nicht . Der W i d e r s p r u c h dieser Ergeb-
nisse k o n n t e durch die zu geringe E m p f i n d l i c h k e i t des 
Antikörpernachweises erklärt w e r d e n . A l l e Probanden, 
die bei negat ivem Antikörperbefund i n der Überwande-
rungselektrophorese eine L y m p h o z y t e n s t i m u l a t i o n durc h 
H B - A n t i g e n aufwiesen, zeigten i m Radioimmunpräzipi -
tationstest noch deutliche Antikörperaktivität . Für den 
Be fund , daß of fenbar der gleiche H B - A n t i g e n ^ Reiz, w e n n 
er überhaupt zu einer I m m u n r e a k t i o n des Organismus 
führt, s o w o h l die Antikörperbi ldung als auch sensible 
L y m p h o z y t e n spezifisch s t i m u l i e r t , spricht nicht n u r die 
hohe zahlenmäßige K o r r e l a t i o n , sondern auch der Be-
f u n d , daß bei jenen Personen, die die höchsten A n t i -
körpertiter haben, auch die höchsten L y m p h o z y t e n s t i m u -
lat ionsraten erzielt w e r d e n k o n n t e n . 
E i n K r i t e r i u m für die Spezifität der L y m p h o z y t e n s t i -
m u l a t i o n ist die Beschränkung der mitogenen Eigenschaft 
auf die H B - A n t i g e n - h a l t i g e n F r a k t i o n e n eines i n der 
Dichtegradientenzentr i fugat ion untersuchten, vorher par-
t i e l l gereinigten H B - A n t i g e n s . D i e Untersuchung der A b -
hängigkeit der S t i m u l a t i o n v o n der H B - A n t i g e n - K o n z e n -
t r a t i o n zeigt, daß eine gewisse Mindes tmenge an A n t i g e n 
vorhanden sein m u ß , zu hohe K o n z e n t r a t i o n e n des H B -
A n t i g e n - h a l t i g e n Serums aber eine H e m m u n g der Sti-
m u l a t i o n herbeiführen, die zu Täuschungen Anlaß geben 
k a n n . I m Vergleich m i t PPD (pur i f ied p r o t e i n derivat ive) 
stellt H B - A n t i g e n n u r ein sehr schwaches A n t i g e n dar . 
Die S t imulat ionsraten lagen zwischen 2 u n d 3. U m bei 
der v o n uns v e r w a n d t e n M e t h o d i k zu s igni f ikanten Er-
gebnissen zu k o m m e n , mußten zwischen vier u n d sechs 
Para l le lkul turen angesetzt w e r d e n . A u c h dies muß bei 
der B e w e r t u n g negativer Stimulationsergebnisse berück-
sichtigt w e r d e n . 
Das Fehlen einer I m m u n a n t w o r t bei H e p a t i t i t i s r e k o n -
valeszenten auf die m i t u n t e r h o h e n M e n g e n v o n H B - A n -
t igen, die i m Ver laufe der E r k r a n k u n g gebildet w e r d e n , 
w i r f t die Frage auf, ob es nicht i m Ver lauf der H e p a t i t i s B 
zu einer al lgemeinen Behinderung der Rcagibi l i lä t der 
L y m p h o z y t e n k o m m t . I n der T a t weisen mehrere Be-
funde auf eine solche Beeinträchtigung der L y m p h o z y t e n 
in v i t r o auf Phythämagglutinin während der akuten Pha-
se der H e p a t i t i s B h i n ( 1 , 8, 13). Jedoch ist diese H y p o -
reaktivität n u r während der ersten Phase der E r k r a n k u n g 
nachweisbar. U n k l a r b le ib t daher, o b es sich bei dieser 
Hyporeakt ivi tät u m eine d i rekte W i r k u n g des infektiö-
sen Prinzips der H e p a t i t i s B auf den L y m p h o z y t e n han-
delt , w i e m a n sie m i t verschiedenen R N S - u n d D N S - V i r e n 
demonstr ieren k a n n (9, 13). H B - A n t i g e n selbst scheint 
für dieses Phänomen nicht v o n Bedeutung zu sein, denn 
Zusatz v o n H B - A n t i g e n zu L y m p h o z y t e n k u l t u r e n v o n 
N o r m a l p e r s o n e n hemmte , w i e auch eigene Versuche 
zeigten, die S t i m u l i e r b a r k e i t durc h pflanzliche M i t o g e n e 
nicht . 
Die vorl iegenden Versuche zeigen, daß die E n t w i c k -
l u n g einer spezifischen T r a n s f o r m a t i o n der L y m p h o z y -
ten i n v i t r o durc h H B - A n t i g e n ebenso selten ist w i e die 
Antikörperbi ldung. Bei den meisten Hepat i t i spat ienten 
e n t w i c k e l n sich keine i m m u n o l o g i s c h e n Reakt ionspro-
d u k t e gegen das H B - A n t i g e n . Bei den v o n uns unter-
suchten Personen w u r d e i n ke inem Falle S t i m u l a t i o n 
sensibler L y m p h o z y t e n ohne noch bestehende h u m o r a l e 
Immunität gefunden. D i e Untersuchungszahlen sind noch 
zu k l e i n , u m generelle Schlüsse zu ziehen. A u c h k a n n 
nicht ausgeschlossen w e r d e n , daß sich die zelluläre I m -
munität , w i e Tierversuche zeigen (6), bei der E n t w i c k -
l u n g der i m m u n o l o g i s c h e n Reakt ivi tät gegenüber dem 
H B - A n t i g e n möglicherweise früher als die h u m o r a l e b i l -
N r . 6. 9. F e b r u a r 1973, 98. Jg. Müller u . a . : F a k t o r - X I I - M a n g c l bei z w e i Brüdern 267 
det. Für die enge Beziehung beider immunologischer 
Reakt ivi täten i m vorl iegenden System spricht jedoch 
auch, daß die S t i m u l i e r b a r k e i t sensibler L y m p h o z y t e n 
m i t d e m Verschwinden v o n Antikörpern ebenfalls ver-
lorengeht . Demnach erscheint es denkbar , daß sensible 
B - Z e l l e n für die I n - v i t r o - A n t w o r t menschlicher L y m p h o -
zyten auf H B - A n t i g e n in dem vorl iegenden System v o n 
Bedeutung s ind. 
I n der v o n uns v e r w a n d t e n M e t h o d i k er laubt der 
Nachweis des spezifischen zellgebundenen Reaktionsver-
mögens ebensowenig w i e die Antikörperuntersuchung 
eine Aussage über die Durchseuchung der Bevölkerung 
m i t H e p a t i t i s B. 
W i r d a n k e n D r . K a b o t h , M e d i z i n i s c h e U n i v e r s i t ä t s k l i n i k G ö t t i n g e n , 
f ü r d i e H i l f e b e i d e r A u s w a h l d e r P r o b a n d e n u n d F r ä u l e i n G a b r i e l e 
K ö h l e r f ü r i h r e ausgeze ichnete technische A s s i s t e n z b e i d e r D u r c h -
f ü h r u n g d e r V e r s u c h e . 
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